
WELTORGANISATION FOR GEISTTGES EIGENTUM 
_ ^ A Internationales Baro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTEES ENS (PCT) 



(51) Internationale PatentklassifikaUon °* : 
G01N 33/68 



Al 



(11) Internationale VerofTentlichungsnummer: WO 98/07036 

19. Fcbruar 1998 (19.02.98) 



(43) Internationales 

VerofTentlichungsdatum 



(21) Internationales Aktenzeichcn: PCT/EP97/04396 

(22) Internationales Anmeldcdatum; 13. August 1997 (13.08.97) 



(30) Priorttatsdaten: 

196 32 521.8 

197 25 362.8 



13. August 1996 (13.08.96) DE 
16. Juni 1997 (16.06.97) DE 



(71K72) Anmelder und Ernnder: FORSSMANN, Wolf-Georg 
(DE/DEJ; Feodor-Lynen-Strasse 31. D-30625 Hannover 
(DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Amnctder (mtr fir US): SCHULZ4CNAPPE, Peter 
[DE/DE1; Feodor-Lynen-Strasse 31, D-30625 Hannover 
(DE). SCHRADER, Michael [DE/DE]; Feodor-Lynen- 
Strasse 31, D-30625 Hannover (DE). OPITZ, Hans-Gcorg 
(DEfDE); Feodor-Lynen-Strasse 31, D-30625 Hannover 
(DE). 

(74) AnwSIte: MEYERS, Hans-Wilhelrn usw.; Postfach 10 22 41, 
D-50462 K6ln (DE). 



(81) Bestjmmungsstaaten: AL, AU, BA, BB, BG, BR BY CA 
CN, CU, CZ, DE, EE, GE, HU. IL, IS, JP, KP, KR T LC, LK 
LR, LT, LV, MG, MK, MN, MX, NO, NZ, PL, RO, SG* 
SI. SK, SL, TR, TT, UA, US, UZ. VN. YU. ARrPO Patent 
(GH. KE, LS, MW, SD, SZ, UG, ZW), curasisches Patent 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU f TJ, TM), europaisches 
Patent (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FI, FR. GB, GR, IE, FT 
LU, MC, NL, PT, SE), OAPI Patent (BF, BJf, CF, CG cf 
CM, GA. GN, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Veroffentlicht 

Mit iniernationaUm RecherchcnberichL 

Vor AblaufderJUr Andcrungcn dcr Ansprucht zugclasscnen 

Frist Veroffcntlichung wird mtdcrholt falls Andcrungen 

tintreffen. 



(54) Title; PROCESS FOR DETERMINING THE STATUS OF AN ORGANISM BY PEPTIDE MEASUREMENT 

(54) Bezdchnung: VERFAHREN ZUR ERFASSUNG DES STATUS EINES ORGANISMUS DURCH MESSUNG VON PEPTIDEN 

(57) Abstract 

A process is disclosed for determining the status of an organism by measuring peptides in a sample of the organism which contains 
high-molecular and low-molecular peptides and acts as an indicator of the organism status. Low-molecular peptides are directly sensed and 
characterised, and are then correlated with a reference. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahrcn zur Erfassung des Status eincs Organismus durch Messung von Peptiden aus ciner Probe des Organ ism us, die hoch- 
und niedrigmolekulare Peptide enthalt, als Indikator far den Status des Organismus, wobei niedrigmolekulare Peptide dirckt erfafct und 
charakterisiert und mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 
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Verfahren zur Erfassung des Status eines 
Organismus durch Messung von Peptiden 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Erfassung des Status eines Organismus durch Messung von 
Peptiden aus einer Probe des Organismus. 

Zur Erfassung des Status eines Organismus werden verschiedene 
analytische Methoden eingesetzt. So wird beispielsweise in 
der Diagnostik von hoheren Organismen bei pathologischen 
Befunden aufgrund der Symptomatik versucht, die Ursache der 
pathologischen VerSnderung zu ergrunden, urn eine kausale 
Therapie zu entwickeln. Desweiteren ist man bemuht, durch 
Seguenzierung der Genome von Organismen und Etablierung von 
"Wildtyp-Genomen" eine Referenz eines durchschnitt lichen, 
"gesunden" Organismus zu entwickeln, urn dann individuelle 
Abweichungen, die auf mogliche pathogene Entwicklungen 
hinweisen kdnnen, durch entsprechende Genanalysen zu ent- 
decken. Nachteilig an dem ersten methodischen Ansatz ist, 
dafi man keine hypothesenf reie Diagnostik durchfuhren kann, 
da dabei eine Diagnose unternommen wird, die bereits auf 
Vermutungen benaht . Nachteilig an dem zweiten Verfahren ist, 
daS es auf lange Sicht noch nicht moglich sein wird, wichtige 
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Oder gar alle auf genetische Fehlfunktionen zuruckzufuhrende 
Erkrankungen zu diagnostizieren. Ein weiterer Nachteil der 
zuletzt genannten Methode kann auch darin bestehen, daS eine 
Mutation auf einem Gen nicht unbedingt zur Expression des 
damit verbundenen Phanotypen fuhrt. 

Es ware mithin wunschenswert , uber ein universell einsetz- 
bares diagnostisches Verfahren zu verfugen, mit welchem es 
gelingt, die geschilderten Nachteile zu verraeiden und ins- 
besondere eine hypothesenfreie Diagnostik durchfiihren zu 
konnen. Das diagnostische Verfahren sollte daruber hinaus 
universell einsetzbar sein, nicht beschrankt bleiben auf 
hoher entwickelte Systeme, sondern auch gleichfalls einsetz- 
bar sein, urn den Status von niederen Organismen zu erfassen. 
Es sollte daruber hinaus leicht etablierbar sein und mit an 
sich bekannten Techniken ausgefuhrt werden konnen. 

Ein der Erf indung zugrundeliegendes technisches Problem liegt 
mithin in der Bereitstellung eines solchen Verfahrens. 

Uberraschenderweise wird das der Erf indung zugrundeliegende 
technische Problem in einfacher Weise durch ein Verfahren 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1 gelost. Die Unteranspriiche 
betref fen bevorzugte Ausfuhrungsformen des erf indungsgemafien 
Verfahrens . 

Das erf indungsgemafSe Verfahren zur Erfassung des Status eines 
Organismus geht davon aus, daS dem zu untersuchenden 
Organismus eine Probe entnommen wird. Die Probe kann auch 
der vollstandige Organismus sein. Die Probe muB niedrig- 
molekulare Peptide enthalten, wobei es nicht stdrt, wenn die 
Probe neben niedrigmolekularen Peptiden auch hochmolekulare 
Peptide oder Proteine enthalt. Die niedrigmolekularen Peptide 
werden dabei erf indungsgemaS direkt erfafct und charakteri- 
siert und dienen als Indikator fur den Status des Organismus. 
Dabei ist es sowohl moglich, einzelne Peptide direkt meS- 
technisch zu erfassen, mehrere Peptide mefitechnisch zu 
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erfassen bis hin zu alien in der Probe befindlichen und 
meEtechnisch erfaEbaren niedermolekularen Peptide. Anders 
als bei herkommlichen analytischen oder diagnostischen 
Methoden, wie die Gel-Elektrophorese oder die zwei- 
dimensionale Elektrophorese und beispielsweise klinische 
diagnostische Methoden, werden hier nicht die hochmolekularen 
Strukturen, wie beispielsweise Proteine untersucht. im 
Gegensatz zu an sich bekannten diagnostischen Methoden, wie 
beispielsweise Radioimmunoassay oder anderen Kompetitions- 
assays zur Messung von Peptidhormonen und ahnlichem, werden 
erfindungsgeraaE die niedermolekularen Peptide direkt meB- 
technisch erfaEt und nicht wie in den genannten Methoden 
indirekt. Als Referenz dient die Verteilung niedrigraole- 
kularer Peptide bei einem reprasentativen Querschnitt von 
definierten Kontrollen. 

Im erfindungsgemSSen Verfahren kann die zu untersuchende 
Probe von Geweben- oder Flussigkeitsproben aus dem 
Organisraus, dessen Status aufgenotranen werden soil, staramen 
oder es kann der Organismus selbst oder Teile davon sein. 
Im Falle der Untersuchung niederer Organismen dient vorzugs- 
weise der Organismus selbst als Probe. Als niedere Organismen 
kommen insbesondere Einzeller, wie prokaryontische Systeme 
oder einfache eukaryontische Systerae, wie Hefen oder andere 
Mikroorganisraen, in Betracht. 

ErfindungsgeraaE sollen die niedrigmolekularen Peptide, die 
zur Messung herangezogen werden, vorzugsweise ein Molekular- 
gewicht von hochstens 30.000 Dalton aufweisen. Die untere 
Grenze ist an sich nicht kritisch, jedoch stellen Dipeptide 
die untere Grenze der niedrigmolekularen Peptide, die er- 
findungsgeraaE erfaEt werden sollen, dar. Insbesondere bevor- 
zugt sind Molekulargewichte der niedrigmolekularen Peptide 
von 100 bis 10.000 Dalton. 

Falls erforderlich, well beispielsweise durch eine veranderte 
Mefianordnung bedingt, kann es vorteilhaft sein, hocnmole- 
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kulare Peptide oder Proteine sowie andere Biopolymere, die 
moglxcherweise mit der Messung interferieren, aus der Probe 
zu entfernen. Dies ist insbesondere dann nicht erforderlich 
wenn durch die erf indungsgemSS einzusetzende MeSmethode die 
hohermolekularen Peptidverbindungen meStechnisch nicht erfaSt 
we r den . 

Vorzugsweise wird erfindungsgemafi die Massenspektroskopie 
zur Erfassung der niedermolekularen Peptide eingesetzt ins- 
besondere bewahrt hat sich dabei die sogenannte MALDI -Methode 
(Matrixunterstutzte Laser-Desorptions-lonisations-Massen- 
spektroskopie) . wird die Massenspektroroetrie als Methode 
eingesetzt, empfiehlt es sich, die durch die Massen- 
spektroskopie ermittelbaren Daten zur Charakterisierung der 
niedermolekularen Peptide einzusetzen, wie beispielsweise 
deren Molekulargewicht . Es ist ebenfalls moglich, unter 
bestimmten Umstanden andere Parameter zu analysieren, wie 
beispielsweise die Ladung der Peptide oder die charakter'isti- 
sche Retentionszeit auf Chromatographiesaulen oder ein 
Fragmentrauster der niedermolekularen Peptide oder Kom- 
binationen aus Masse der niedrigmolekularen Peptide und deren 
Ladungen . 

Je nach Fragestellung, die mit der Erfassung des Status des 
Organismus noch verbunden ist, kann es vorteilhaft sein, die 
Probe auf mehrere Fraktionen zu verteilen und die Proben 
unter verschiedenen Fragestellungen oder mefctechnischen 
Anordnungen zu analysieren und somit einen status des 
Organismus zu erfassen. 

Als Organisraen dienen insbesondere Prokaryonten, Eukaryonten, 
vielzellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
von Tieren und Menschen. So wird es erf indungsgemaS ermog- 
licht, den Status von genetisch veranderten oder trans- 
formierten und/oder konditionierten Organismen zu unter- 
suchen. Dies kann insbesondere bei Uberprufungen von trans - 
formierten Systemen vorteilhaft sein, um zu erkennen, inwie. 
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wext transformierte Organismen moglicherweise unerwartete 
oder unerwunschte Eigenschaften entwickelt haben, indem 
bexspielsweise P eptide gebildet werden, die auf unerwunschte 
Oder unerwartete Eigenschaften, wie toxische Eigenschaften 
nmweisen. ' 



Insbesondere kann jede bewuBt oder unbewuBt vorgenommene 
Manxpulatxon (Konditionierung) eine s Organises dessen Status 
beemflussen, sei es im Rahmen der verabreichung von Medi- 
kamenten, der Gentherapie, bei Infektionen, am Arbeits P l atz 
durch Kontakt mit chemischen Stoffen, bei Versuchstieren 
insbesondere transgenen Tieren und knock-out -Mutanten' 
insbesondere bei solchen Verfahren kann durch den intra- und 
mter-individuellen Vergleich, beispielsweise durch chrono- 
logische Probenentnahme aus einem Organismus vor und im 
Verlauf einer der oben genannten MaBnahmen oder durch Ver- 
gleich mit nicht behandelten Kontrollorganismen, Qberpruft 
werden, ob die vorhergesagten, erwunschten Anderungen im 
Status tatsachlich eingetreten sind und ob daruberhinaus oder 
stattdessen nicht vorhergeeagte, unerwunschte oder auch 
erwunschte Anderungen eingetreten sind, die durch das er- 
findungsgemaSe Verfahren hypothesenfrei erfaBt werden. 

Daher eignet sich das erf indungsgemaBe Verfahren auch zum 
Bexspiel zur Begleitung von klinischen Studien, toxiko- 
logischen Untersuchungen bei der Erprobung von Medikamenten 
aller Art, zur Analyse/Erfassung von Abbauprodukten, 2U r 
Identifikation von Genprodukten . 

In der Veterinar- und Humanmedizin entwickelt das erfindungs- 
gemafie Verfahren seine uberragende Bedeutung dadurch, daB 
erne hypothesenfreie Erfassung des status des betreffenden 
Organismus ermoglicht wird. Es wird also nicht bereits mit 
exner vorgefaBten Meinung ein Bestatigungsassay durchgef uhrt , 
sondern es wird ein echtes Gesamtbild des status des unter- 
suchten Organismus erstellbar. Das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren, daB ale dif ferentielles Peptiddisplay (Differential 
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Peptxde Display) bezeichnet werden kann, gent dabei davon 
aus, daS xn einem gesunden Organismus ein bestimmtes Peptid- 
muster vorhanden ist und deshalb in der Lage ist als 
Referenzstandard zu dienen. Nimmt man nun den Peptidstatus 
ernes Individuums auf und vergleicht di esen rait der Referenz 
so kann man einerseits Abweichungen feststellen, die bereits 
exnen ersten Hinweis auf einen moglicherweise pathogenen 
Zustand geben. Werden nunmehr die Abweichungen, die durch 
Vergleich mit Shnlichen pathogenen Zustanden erstellt worden 
sxnd, aus entsprechenden Proben eines Erkrankten ermittelt 
so kann bereits durch Vergleich der Abweichungen im Peptid- 
muster der Probe des Individuums und Ubereinstimmung der 
Abwexchung mit einem zugeordneten Krankheitsbild die be- 
treffende Erkrankung direkt aus der Analyse identif iziert 
werden . 



Erf xndungsgemaS kann dabei insbesondere wie folgt vorgegangen 
werden. Zur Herstellung einer Referenzprobe konnen zunachst 
Ultrafiltrate aus Korperf lussigkeiten und Gewebsextrakten 
verwendet werden. Die Gewinnung der Filtratpeptide und ihre 
Auftrennung in Fraktionen erfolgt, indem bei S pi e i sweise 
niedrxgmolekulare Peptidf raktionen gewonnen werden. Die 
Charakterxsierung der Peptidfraktionen kann beispielsweise 
anhand von Retentionsverhalten und molekularer Masse er- 
mittelbar durch Chromatographie oder Massenspektroskopie , 
erfolgen. Wird beispielsweise Ultrafiltrat von Patienten, 
die an einer bekannten Erkrankung leiden, verwendet und 
dxeses mit dem zuvor erstellten Spektrum von gesunden Refe- 
renzprobanden verglichen, kann durch das abweichende Muster 
eine Zuordnung der spezifischen Erkrankung mit dem status 
des betreffenden Peptidgemisches erfolgen. Die Methode kann 
somit auch in an sich herk6mmlicher Weise eingesetzt werden, 
indem beispielsweise gleich das entsprechende auf pathogene 
Veranderungen hinweisende Peptidmuster abgefragt wird. Im 
Einzelfall kann dies sogar ein fur die entsprechende Krank- 
hext charakteristisches Peptid sein. Analysiert man z B 
eine Probe aus einem Patienten, bei dem ein bestimmtes 
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Erkrankungsbild erkennbar ist and eine Hypothese fur die 
Ursache dieser Erkrankung besteht, kann beispielsweise dieses 
spezif ische Peptid in der Analyse gemafi Erf indung ebenf alls 
abgefragt werden und bei positivem Ausgang entsprechende 

Therapieplane eingerichtet werden. So ist es durchaus mog- 
lich, zunachst dem Patienten eine Probe zu entnehmen, m it 
de m erfindungsgemaSen Verfahren einen Status aufzunehmen 
urn dann bei Feststellen des Vorliegens einer auf pathogene 
Zustande hinweisenden Abweichung entweder durch an sich 
bekannte Bestatigungsassays, unter Heranziehung der ublichen 
klxnxschen Assays, eine Kontrollmessung durchzufuhren oder 
die Kontrollmessung durch spezifisches Screening nach dem 
Indxkator des pathogenen Zustands durchzufuhren. 

Peptide konnen dabei nach dem Fachmann bekannten Verfahren 
wxe beispielsweise Ultrafiltration des entsprechenden Aus- 
gangsmaterials, gewonnen werden. Dabei werden Filter mit 
einer molekularen AusschlufigroSe verwendet, die in dem 
erfindungsgemaS beanspruchten Bereich liegen, also zwischen 
denen eines Dipeptides und maximal 30.000 Dalton Durch 
geexgnete Wahl der jeweiligen Metnbranen konnen auch bestimmte 
Molekulargewichtsfraktionen gewonnen werden. Vorzugsweise 
werden im Rahmen der Filtration 0,2 ml bis 50 1 Filtrat ge- 
wonnen, das beispielsweise sofort nach Abschlufi der 
Fxltration durch Ansauern mit verdunnter Salzsaure auf einen 
pH-Wert von 2 bis 4 eingestellt wird. Die genannten Mengen 
dxenen insbesondere dazu, gepoolte Proben zu untersuchen 
zum einen zur Entwicklung von Referenzproben gesunder Pro- 
banden bzw. zur Bestimmung krankheitsspezif ischer Peptid- 
marker zur Erstellung einer Peptiddatenbank . 

Die nach Ultrafiltration im Filtrat vorliegenden Peptide 
werden durch Adsorption an chromatographische Materialien 
xnsbesondere Kationenaustauscher, wie beispielsweise Fracto- 
gel, Anxonenaustauscher-Fractogel TMAE und Reverse-Phase- 
(RP) -Materialien, mit nachfolgender Elution durch lineare 
Gradxenten oder Stuf engradienten gewonnen. Zur weiteren 
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Auf reinigung konnen gegebenenfalls weitere chromatographische 
Trennungen, insbesondere uber RP-Phasenmaterial durchgefuhrt 
werden. 

Die Erfassung der Peptidfraktionen erfolgt vorzugsweise durch 
massenspektrometrische Analyse, insbesondere mit der MALDI-MS 

(matrix assisted laser desorption ionisation mass spectro- 
metry) oder ESI -MS (electro spray ionisation-MS) . Dies sind 
Methoden, die zur Analyse von Peptiden einsetzbar sind. 
Hierbei wird vorzugsweise mit einer On-Line-Kopplung einer 
Microbore RP-Trennung und der Massenspektrometrie (LC-MS- 
Kopplung) gearbeitet. Aus den erhaltenen Daten wird eine 
mehrdimensionale Tabelle nach Retentionsverhalten, Molekular- 
gewicht und Signal intensitat als bevorzugte Leitparameter 
erstellt. Es konnen jedoch auch andere mit den genannten 
Methoden ermittelbare GroSen erfaSt werden. 

Die uber die vorgenannten Schritte gewonnenen Daten uber 
Patienten mit einer bekannten Grunderkrankung werden mit den 
gleichartig gewonnenen Daten einer gesunden Referenz- 
population verglichen. Hierbei werden sowohl qualitative 
Anderungen (z. B. das Auftreten neuer Peptide oder das Fehlen 
von Peptiden) , als auch quantitative Anderungen (das ver- 
mehrte beziehungsweise verminderte Auftreten von einzelnen 
Peptiden) festgestellt. Die uber die vergleichende Analyse 
def inierten Targets konnen, falls erforderlich, im weiteren 
durch den Fachmann bekannte Methoden peptidchemisch gereinigt 
und identifiziert werden. Die erhaltenen Seguenzinformationen 
kdnnen dann mit Protein- und Nucleinsauredatenbanken sowie 
nachfolgend mit Literaturdaten verglichen werden. Die 
Relevanz der dargestellten Peptide bezQglich der untersuchten 
Erkrankung wird uberpruft durch funktionelle Studien und 
durch Reihenscreening an geeigneten Patientengruppen. 
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Beiepiel 1 



Verwendung von Korperf lussigkeiten, hier: Blutfiltrat (Hamo- 
filtrat, HF) 



1. Gewinnung von HF 

HF wird ira Rahmen einer arterio-vendsen oder auch veno- 
vendsen Haroofiltration nach dem Fachmann bekannten Techniken 
an ausgewahlten Patienten oder Probanden durchgef ikhrt . Die 
Gewinnung von HF erfolgt in der Weise, wie sie im Prinzip 
bei chronisch nierenkranken Patienten routinemafiig durch- 
gefuhrt wird. Uber eine arterielle Ableitung und venose Zu- 
leitung (arterio-venose HF) oder eine venose Ableitung mit 
venoser Zuleitung (veno-venose HF) wird das Blut des 
Patienten unter apparativer UnterstQtzung durch ein Hamo- 
filtratsgerSt (z. B. Hemoprozessor, Sartorius, G6ttingen ; 
AK 10 HFM, Garabro, Hechingen) uber ein Haraofilter geleitet 
(z. B. Heraoflow F 60 oder Hemoflow HP 80 S, Fresenius, Bad 
Homburg; Hemoflow FH 77 H und Hemoflow HF 88 H, Gambro) , das 
eine molekulare AusschluSgrSSe von bis zu 30 kDa besitzt. 
Das dem Patienten entzogene Filtratvolumen wird durch eine 
Elektrolytlosung substituiert (z. B. SH 01, SH 05, SH 22, 
SH29, Schiwa, Glandorf ) . 

Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens wird eine 
diagnostische HSmof iltration mit dem Ziel durchgefuhrt, 
zwischen 1 und 30 1 HF bei einem Patienten innerhalb einer 
Hamofiltration zu gewinnen. Das Haraofiltrat wird zur Ver- 
meidung der Proteolyse sofort mit verdiinnter Slture (z. B. 
l M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2 und 4 eingestellt und 
auf 4»C gekiihlt. 
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2. Gewinnung der HF-Peptide und Auftrennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Hamofiltrat werden mit entionisiertem Wasser auf eine 
Lextfahigkeit von 6 mS/cm verdunnt und der pH mit Salzsaure 
auf 2,7 eingestellt. Das HP wird dann auf eine Chromato- 
graphiesaule aufgetragen. Nach Bindung der HF-P eptid e werden 
die gebundenen Peptide mit einer pH-stufenelution eluiert 
Dabei werden 7 Puffer rait auf steigendem p H verwendet . 

Chromatographiebedingungen : 

FluS.beim Auftrag: 100 ml/rain 
FluS beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion; 214, 280 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 era Durchmesser x 7 cm 
Fullhohe 

Saulenmaterial: Fraktogel TSK SP 650 M (Merck, Darmstadt) 
Anlage: BioCAD 250, Pereeptive Biosystems, Wiesbaden- 
Nordenstadt 



6 Puffer 


PH-Wert 


Puffersubstanzen 


Molaritat 


1 Elutionspuffer l 


3,6 


Zitronensaure 


0,1 


1 Elutionspuffer 2 


4,5 


Essigsaure 


0,1 1 


Elutionspuffer 3 


5,0 


Apfelsaure 


0,1 


Elutionspuffer 4 


5,6 


Bernsteinsaure 


0,1 


Elutionspuffer 5 


6,6 


Natriuradihydrogenphosphat 


0,1 


Elutionspuffer 6 


7,4 


Dinatriumhydrogenphosphat 


0,1 


Elutionspuffer 7 


9,0 


Ammoniumcarbonat 


0,1 1 



Die Eluate 1-7 werden separat gesammelt. 
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2.2 Zweite chromatographische Auftrennung 

Die Eluate 1 - 7 werden separat uber eine Reverse- Phase -Saule 
chromatographiert . 

Chroma tographiebedingungen : 
FluB beim Auftrag: 10 ml/min 
Flufc beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaure, 1 cm Durchmesser, 12,5 Fullhohe 
Saulenmaterial : Source RPC 15 fim (Pharmacia, Freiburg) 
Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Das Eluat wird in 4 ml-Fraktionen gesammelt. 

3. Kartierung der Peptid-Fraktionen 

3.1 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden auf einer 
Microbore-Reverse-Phase-Saule aufgetragen und im Gradient 
eluiert. Die Detektion erfolgt mit UV-Detektor und on-line 
mit einem Elektrospray-Massenspektrometer . 

Chromatographiebedingungen : 
Flufi beim Auftragen: 20 jil/min 
FluS beim Eluieren: 20 /xl/min 
Detektion: 220 nm 

saule: C18 AQS, 3 /im, 120 A, 1 mm Durchmesser, 10 cm Lange 
(YMC, Schermbeck) 

Anlage: AB1 140 B Dual solvent Delivery System 

Puffer A: 0,06V Trif luoressigsSure in Wasser 
Puffer B: 80V Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 90 min 
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On-Line-Massenspektrometrie : 

API III mit Elektrospray-Interf ace ( Perkin - Elmer , 

Weiterstadt) 

Positive Ion Modus 

MeSbereich: m/z von 300 bis 2.3 90 

Scan-Zeit: 7 sec 

Scan-Fenster : 0,25 m/z 

Datenerfassung erfolgt mit MacSpec oder MultiView Software 
(Perkin-Elmer) . 

3.2 MALDI-MS Messung der einzelnen Fraktionen 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden mit unter- 
schiedlichen Matrixsubstanzen, z . B. unter Zusatz von L(-) 
Fucose itn MALDI-MS gemessen. 

Aus den Rohdaten wird eine mehrdimensionale Tabelle erstellt 
unter Berucksichtigung der Scan-Nummer, Signalintensitat und 
nach Kalkulation der Massen aus den multipel geladenen Ionen 
eines Scans. 

4 . Vergleichende Analyse 

4.1 Identif ikation neuer, fehlender oder in ihrer Menge 
deutlich verschiedener Peptide 

Durch Vergleich der unter 3.3 erhaltenen Datensatze, die auch 
als Peptidkarten bezeichnet werden kdnnen, werden qualitative 
und/ oder quantitative Unterschiede f estgestellt . Dabei werden 
unter Berucksichtigung von Kontrollen und Proben einzelne 
Datensatze oder auch Gruppen von Datensatzen zum Vergleich 
herangezogen. 
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4.2 Peptidchemische Charakterisierung der identif izierten 
Targets 



Aus dem gewonnen Rohraaterial (z. B. GroEpraparationen von 
Hamofiltrat) werden die identif izierten Targets in Mengen 
aufgereinigt, die eine Identif ikation erlauben. Dazu werden 
die unterschiedlichen, dem Fachmann bekannten chromato- 
graphischen Trenntechniken (Reverse Phase, Ionenaustausch, 
AusschluSgrdBenchromatographie, hydrophobe Interaktions- 
Chromatographie etc.), die itn allgemeinen zur Auftrennung 
von Peptidgemischen eingesetzt werden, verwendet. Nach jeder 
chromatographischen Trennung einer Fraktion werden fiber ESI- 
MS, MALDI-MS oder auch LC-.MS die Targets erneut in den 
Fraktionen identif iziert . Dieses Procedere wird unter 
Variation der chromatographischen Parameter so oft wieder- 
holt, bis ein reines Produkt der gesuchten Spezif ikation, 
d. h. Retentionszeit und molekularer Masse, vorliegt. Darauf 
folgt die Bestimmung einer Teil- oder Komplett-Aminosaure- 
sequenz oder eines Fragmentmusters. Im Anschlufi wird ein 
Datenbankvergleich durchgefuhrt an den bekannten Datenbanken 
(Swiss-Prot und EMBL-Peptid- und Nucleinsaure-Datenbank) mit 
dem Ziel der Identif ikation der Teil- oder Komplettsequenz 
oder eines Fragmentmusters. 1st kein Datenbankeintrag vor- 
handen, erfolgt die Aufklarung der Primarstruktur . 



Beispiel 2: 

Verwendung von Korperf lflssigkeiten, hier: Aszit 
1. Gewinnung von Aszites 



Aszites bildet sich as extravasales Exsudat bei unterschied- 
lichen Erkrankungen (maligne Tumoren, Leberstorungen etc.) . 
Ira Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens werden zwischen 
10 ml und 10 1 Aszites durch Punktion gewonnen und danach 
zur Vermeidung der Proteolyse sofort mit vrdtinnter Saure 
(z. B. l M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 einge- 
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stellt und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber 
eine Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AusschluEgroEe 
von 30 kDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das 
Filtrat als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet. 

2. Gewinnung der Aszites-Peptide und Auftrennung in 
Fraktibnen 

2.1. Peptidextraktion mit Gradienten-Elution 

5 1 Aszites -Filtrat werden auf pH 2,0 eingestellt und uber 
eine praparative Reverse-Phase-Saule getrennt. 

Chromatographiebedingungen : 

FluJS beim Auf t rag 40 ml/min 
FluB beim Eluieren; 40 ml/min 
Detektion: 214 nm ; 280 nm 

Saule: Waters Kartuschensystem, 4,7 cm Durchmesser, 30 cm 
Fullhohe 

SSulenmaterial : Vydac RP-C18, 15-20 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 
Puffer A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 3,000 ml 

Das Eluat wird in 50 ml Fraktionen gesammelt. 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 

Beispiel 3: 

Verwendung von Korperf lussigkeiten, hier: Urin 
1 . Gewinnung von Urin 

Urin wird direkt als Katheterurin oder als Spontanurin von 
Patienten in Mengen von 0,5 bis 50 1 gewonnen und zur Ver- 
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meidung der Proteolyse sofort tnit verdunnter Saure (z. B. 
1 M HCl) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 eingestellt 
und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber eine 
Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AusschlufigroEe von 3 0 
kDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das Filtrat 
als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet. 

2. Gewinnung der Urin-Peptide und Auftrennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Urin- Filtrat werden mit Wasser auf eine Leitf ahigkeit 
von 6 mS/cm verdunnt und der pH mit HCl auf 2, 7 eingestellt . 
Das Urin-Filtrat wird dann auf eine Chromatographiesaule 
aufgetragen. Nach Bindung der Peptide werden die gebundenen 
Peptide mit einem Kochsalzgradienten eluiert . 

Chromatographiebedingungen : 

FluE beim Auf t rag: 100 ml/min 
FluB beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
Fullhohe 

Saulenmaterial : Merck Fraktogel TSK SP 650 M 

Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden- 

Nordenstadt 

Puffer A: 50 mM NaH 2 P0 4 pH 3,0 

Puffer B: 1,5 M NaCl in A 

Gradient: 0k B auf 100 V B in 2,000 ml 

Das Eluat wird in 10 Pools 5 200 ml gesammelt . 
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2.2 Zweite chroma tographische Auftrennung 

Die Fraktionen werden separat uber eine Reverse-Phase-Saule 
chromatographiert . 

Chromatographiebedingungen : 

Flufc beim Auftrag; 10 ml/min 
FluB beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaule, 1 cm Durchmesser, 12,5 cm Fullhohe 

SSulenmaterial : Pharmacia Source RPC 15 /zm 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Puffer A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 200 ml 

Das Eluat wird in 4ml Fraktionen gesammelt, 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 
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Anspruche 

Verfahren zur Erfassung des Status eines Organismus 
durch Messung von Peptiden aus einer Probe des Organis- 
mus, die hoch- und niedrigmolekulare Peptide enthalt, 
als Indikator fur den Status des Organismus, wobei 

niedrigmolekulare Peptide direkt erfafit und 
charakterisiert und 

mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe Gewebe- oder 
Flussigkeitsproben aus dem Organismus oder der 
Organismus selbst oder Kombinationen davon ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung herange- 
zogen werden, ein Molekulargewicht von hochstens 30 000 
Dalton auf weisen. 

Verfahren nach Anspruch 3 # wobei die niedrigmolekularen 
Peptide, die zur Messung herangezogen werden, 
mindestens ein Molekulargewicht, das dem von Dipeptiden 
entspricht , auf weisen . 

Verfahren nach Anspruch 3 und/oder 4, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung heran- 
gezogen werden, ein Molekulargewicht von 100 bis 10 000 
Dalton auf weisen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5^ 
wobei die hochmolekularen Peptide vor der Messung der 
niedrigmolekularen Peptide abgetrennt werden oder 
meEtechnisch oder auswertetechnisch bei der Erfassung 
der Probe nicht berucksichtigt werden. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche l bis 6 4 
wobei die Erfassung der niedrigmolekularen Peptide 
durch Massenspektrometrie erfolgt. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die niedrigmolekularen Peptide durch die Messung 
ihres Molekulargewichtes charakterisiert werden. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche l bis 8, 
wobei die Probe vor der Messung der niedrigmolekularen 
Peptide in verschiedene Fraktiorien aufgeteilt wird und 
unter unterschiedlichen Bedingungen gemessen wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
wobei als Organismus Prokaryonten, Eukaryonten, viel- 
zellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
aus Tieren und Menschen dienen. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei die Probe aus genet isch veranderten oder trans - 
formierten und/oder konditionierten Organismen stammt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status des Organismus zur 
hypothesefreien Untersuchung und Aufnahme des Status 
des Gesamtorganismus, zur Aufdeckung ev<=sntueller 
Abweichungen von einem Ref erenzzustand, dient. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status eines transf orraierten 
Organismus zur hypothesefreien Untersuchung und Auf- 
nahme des Status des Gesamtorganismus zur Aufdeckung 
von VerSnderungen des transf ormierten Organismus dient, 
zur Aufdeckung von mit der Transformation verbundenem 
Auftreten von Peptiden, die kausal mit Stof f wechselver- 
anderungen zusammenhangen . 
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are applied For example, m the diagnostics of higher organisms during pathological 
diagnoses it has been tried to fathom the cause of the pathological change on the bJs 
of symptomatology in order to develop a causal therapy. It has further been 
endeavored to develop a reference of an average 'healthy' organism by sequencing 
the genoms of organisms and the establishment of 'wild type genoms', in order then 

Ltr V \ U f by a PP r °P riate g^e analyses, which can indicate 

possible pathogenic developments. The first methodical inception is prejudicial in as 
much as no diagnosis can be done without hypotheses, since in this a diagnosis is 
undertaken which is already based upon suppositions. The second procedure is 
detriments, because at long sight it will not as yet be possible to diagnose important 
or even all illnesses which can be traced back to genetic malfunctions. A further 
disadvantage of the last mentioned method may also lie in the fact, that a mutation in 
phenory^r ** UnC ° nditi ° nalIy lead to me expression of the thereby connect 

Hi-™ 1 \ yf0Uld IT ^ d6Sirable ' t0 have at dis P° sal a universally applicable 
fv!^°f ° I ^ ¥ WhiCh menti0ned ^vantages can be successfully 
avoided and in particular, a diagnosis free of hypotheses can be executed The 
diagnostic procedure should further be universally applicable, and not be limited to 
higher developed systems, but be equally useful to grasp the status of low organisms 
It shou d further be easily installed and be possible to execute the procedure with 
basically known techniques. 

A technical problem which lies on the bottom of this invention is thus the 
provision of such a procedure. 
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. Surpnsmgly, the underlying technical problem of the invention is solved in a 
snnple way by the procedure with the features of claim 1 . The subordinated claims 
concern preferred forms in execution of the procedure in accordance with 

invention. 



In conformity with this invention, the procedure for comprehending the status 
of an orgamsm emanates from taking a specimen of the organism to be examined 
The expenment can also be the complete organism. The test must contain low 
mo ecdar peptides, whereas it does not interfere, if the specimen also contains high 
^^^^"P^^^^'ow molecular peptides . The low mole Jar 
peptides, according to the invention, are grasped at this directly, characterized and 
servmg as mdicator for the status of the organism. At this it is possible as well to 
grasp by the technique of measuring individual peptides directly, to collect by 'the 
technique of measunng more peptides and do so until all low molecular peptides are 
collected which are contained in the specimen and which can be grasped by the 
technique of measunng. Different than by the traditional analytic or diagnostic 
methods, like for example the gel-electrophoresis or the two-way electrophoresis and 
for example me clinical diagnostic methods, here the high molecular structures are 

Tl e m V "? ^ * e Pr ° teins - CoatIal y t0 basicaU y to <>™ Agnostic 
methods hke for example radioimmuno-assay or other competition-assays for the 

measunng of peptide hormones and similar, the low molecular peptides are, as per this 
mvention, coUected directly by the measuring technique, and no"indirecuy as in the 
mentioned methods. The distribution of low molecular peptides serves as reference in 
a representative cross section of defined controls. 

e^min^Tr^ f iDVeilti0n - Specimen of feue ^ to be 

exammed I and of which the status is to be measured, can be derived from the organism 

or it could be the orgamsm itself or parts of it. In the case of examination of lower 

organisms, the orgamsm itself serves preferably as specimen. In particular 

protozoons are considered low organisms, like procaryote systems or simple 

eucaryote systems, like yeast or other micro-organisms. 

to accordance with the invention, the low molecular peptides, which are pulled 
n » the J m f urm <5> should Preferably show a molecular weight of maximal 30,000 
Dalton. The lower margin in itself is not critical, however, dipeptides represent the 
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low frontier of the low molecular peptides which must be collected according to the 
invention Particularly preferred are the molecular weights of the low molecular 
peptides from 1 00 to 1 0,000 Dalton. 

If required, for example when needed because of a changed measuring layout 
it can be of advantage to remove high molecular peptides or proteins from the 
specimen as well as other Copolymers, which potentially can interfere with the 
measurement. In particular, this is not required, when by the application of the 
measuring method according to the invention, the higher molecular peptides are not 
mcluded m the measuring technique. 

In the invention, the mass spectroscopy is preferably applied to seize the low 
molecular peptides. The so-called MALDI-method (matrix supported laser- 
a^orpfaon-iomsation-mass-spectroscopy) has proven particularly successful in this 
men the mass-spectrometry is installed as method, it is recommended to use the data 
which can be determined by the mass-spectroscopy for the characterizing of the low 
molecular peptides, like, for example, their molecular weight. It is likewise possible 
to analyze other parameters under certain circumstances, like, for example, the loading 
of the peptides or the characteristic time of retention of chromatographic columns or 
a fragment pattern of the low molecular peptides, or combinations of mass of the low 
molecular peptides and their loadings. 

Depending upon the statement of the problem, which is also connected with the 
gathering of the status of the organism, it may be of advantage, to distribute the 
specimen mto several fractions and to analyze the samples by different formulations 
of the question or by a different layout of the measuring technique and thus to gather 
the status of the organism. 

As organism serve in particular procaryote, eukaryote, multicellular organisms 
cells of tissue cultures, cells of animals and humans. Thus it is possible through this 
invention, to examine the status of genetically altered or transformed and/or 
conditioned organisms. This can be of special advantage when examining 
tar* formed systems, in order to recognize to what extent transformed organisms have 
developecl possibly unexpected or unwanted features, whilst, for example, peptides are 
tormed which mdicate unwanted or unexpected properties, like toxic features 
Noticibly, any deliberate or unawarely undertaken manipulation (conditioning) of an 
organism can influence its status, be it within the framework of administering 
medications, the genetherapy, with infections, at the place of work by 
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individual md comparing f StttUS ° f 30 

ana oy contormity of the deviation with an assigned clinical picture. 

follow!^ * rdaDCe • Wifl, .* e iDVei " i011 one » P"*«*r proceed with this as 
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utilized, who suffer from a known disease and 

Piously ^mMsp^ofZZy^^Ze.r^ 

the specific disease with the statu, J y f , r „,^ ^ sub J ects . 311 assignment of 

accomplished according to thedSonfm T T*"* " question *>» "» 
also be'applied in lS^nX^^ft ae by *» "* 

flmw* a hypothesis for the came of this disease this spe" ife^de for 
example, can also be scrutinized in the analysis accnrHin. a. • ,. pep na f' tor 

Icelur! f?** SPe ° imea fr ° m 11,6 >"*"<■ "»> to -".ish SSfc 
procedure of the invention, in order then, while determining the prTenw of I 

h2TJ! <I,Catmg f COnditions - to 1**™ * con JmtsuXSer b v 

basically known confirmation assays, by employing the usual climcatZ^ TZ Hn 

Peptides could be extracted in this, after a procedure which is known to ,h, 

are used with a molecular exclusion size which lie within the range required in 
accordance with fte invention, thus between one Dipeptide andZ^uTooO 

batons c *Tl Cb ° iCe *** membra ^ od S! welt 

rrame or me ffltration, which, for example, immediately after the termination of the 
ration is stabilized to a pH value of 2-4 by acidulation with dil„^X*ocnfoSc 
acid. The mentioned quantities serve in particular to examine pooted^ \ZZ Z, 
one side to develop reference samples of healthy i-olJ^wSSST 
specific disease peptide markers to establish a peptide data banT 

^PeP^wmchareava^ 
by absorption onto chromatographic materials, above all the oti^ZZT^tt 
example fracto gel, anion-exchange resin fracto gel TMAE aXverTptS' ^ 

r P SJoveT R ^T PUnfiCat, r if ^ * ^ tomographic isolations, 
in particular over RP-phase material, can be done. 
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The collecting of the peptide fractions is preferably done by mass spectrometry 
analysis, in particular with the MALDI-MS (matrix assisted laser desorption 
ionization mass spectrometry), or the ESI-MS (electro spray ionisation-MS). These are 
methods which can be applied for the analysis of peptides. With this it is preferably 
worked with an on-line coupling of a micro bore RP-isolation and the mass 
spectrometry (LC-MS-coupling). From the gained data a multidimensional table by 
retention behavior molecular weight, and signal intensity, as preferred guide 
parameter, is created. Also other readings, however, which become available with 
the mentioned methods can be gathered. 

The data gained from patients with a known basic disease, via the above 
mentioned steps, are compared with the data which were gathered in the same way 
fromahealthyreferencepopulation. Withthis, both qualitative changes (for example 
the appearance of new peptides or the missing of peptides), as well as quantitative 
changes (the increased, respectively the decreased appearance of individual peptides) 
are ascertained^ The targets, which were defined by the comparing analysis/can if 
needed, be furthermore purified and identified peptide chemically by methods which 
are known to the expert. The received sequence information can then be compared 
with protein- and nucleic acid data banks and subsequently also with literature data 
The relevance of the described peptides, in reference to the scrutinized disease is 
examined by functional studies and by serial screening of suitable patient groups. ' 

Example 1 



Use of body fluids, here: Blood filtrate (Hemo filtrate, HF) 

HF is executed by techniques which are known to the expert in the frame of an 
artenal-venous or also venous hemo filtration on selected patients or probands The 
extraction of HF is done in the way, as it is principally and routinely done on patients 
with chrome nephropathy. Through an arterial drainage and venous afference' 
(^enal-venous HF) or a venous drainage with venous afference (veno-venous HF) 
foe blood of the patient is - with apparatus support - channeled through a hemo filter 
device (for example Hemo Processor, Sartorius, GOttingen; AK 10 HFM, Gambro 
Hechingen) over a hemo filter (for example Hemoflow F 60 or Hemoflow HF 80 s' 
Fresemus, Bad Homburg; Hemoflow FH 77 H and Hemoflow HF 88 H Gambro)' 
which has a molecular exclusion size of up to 30 kDa. The filtrate volume 'which was 
withdrawn from the patient is replaced by an electrolyte solution (for example SH 01 
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SH 05, SH 22, SH 29, Schiwa, Glandorf). 



with w 3 " 16 ,, Pr0CedUre 0n hand 3 dia « nostic hemo « executed 

T^fn^ BeCtb f veen 1 ^"OlHFfromapatientwithinahemo filtration 

2 aV ° H t Pr0te0lySi f' iS ^^'y «° * PH value between 

2 and 4 wrth diluted acid (for example 1 M HC 1), and cooled down to 4°C. 

2. Collecting of HF-peptides and undoing into fractions. 
2. 1 Peptide extraction with gradual elution. 

10 1 hemo filtrate is thinned down to a conductivity of 6 mS/cm with deionised 
water and the P H adjusted to 2.7 with hydrochloric acid. The HF is then appM on 
o a ciromatograplnc column. After bonding of me HF-peptides, the bonded peptides 

e^pSS 3 " m ^ ^ 7 buffetS ^ ■"»*« PH ™ 

Chromatography requirements: 



Flow at filling: 
Flow at eluting: 
Detection: 
Column: 

Column material: 
Apparatus: 

Buffer 

Elution buffer 1 
Elution buffer 2 
Elution buffer 3 
Elution buffer 4 
Elution buffer 5 
Elution buffer 6 
Elution buffer 7 



pH 
3.6 
4.5 
5.0 
5.6 
6.6 
7.4 
9.0 



lOOml/min 
30 ml/min 
214, 280 nm 

Vantage (Amicon, Witten), diameter 6 cm x 7 cm 
filling height 

Fraktogel TSK SP 650 M (Merck, Darmstadt) 
BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden- 
Nordenstadt 

Buffer Substances Molarity 
citric acid o.l 
acetic acid o. 1 

malic acid o. 1 

succinic acid o.l 
sodium dihydrogen phosphate 0.1 
disodium hydrogen phosphate 0. 1 
ammonium carbonate 0.1 



The eluates 1-7 are collected separately 
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2.2 Second chromatographic undoing 

The eluates 1 - 7 are chromatogxaphed separately over a reverse phase column. 

Chromatographic requirements: 
Flow at filling: lOml/min 
Flowateluting: 4ml/min 
Detection: 214 nm 

Column: HPLC-Steel column, diameter lcm, filling height 12 5 
Column material: Source RPC 15 urn (Pharmacia, Freiburg) " 
Apparatus: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 

The eluate is collected in 4 ml-fractions. 

3. The mapping (filing?) Q f the peptide-fractions 
3.1 

nW. A *T* C ° UeCted fraCtions * 22 « s P^ad on a microbore-reverse 
pWcolumn and eluted in gradient. The detection is done with a wZ^Z 
on-line with an electrospray-mass-spectrometer. d 

Chromatographic requirements: 
Flow at filling: 20 ul/min 

Flowateluting: 20 ul/min 

Detection: 2 20nm 

Schenn^cT" ^ ^ ' ™ ^ A> 1 ^ ^ 10 Cm (™C 

Apparatus: ABI 140 B Dual solvent delivery system 



Buffer A: 0.06% trifluor acetic acid in water 
Buffer B: 80% acetonitrile in A 
Gradient: 0% B on 1 00% B in 90 min 
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On-line mass spectrometry: 

API HI with electrospray -interface (Perkin-Elmer, Weiterstadt) 
Positive Ion Modus } 

Measuring range: m/z from 300 to 2,390 
Scan-time: 7 se c. 

Scan-window: 0.25 m/z 

Data collecting is done with MacSpec or MultiView software (Perkin-Elmer). 
3.2 MALDI-MS measuring of the individual fractions 

Aliquots of the fractions which were collected in 2 2 are measured vAth 
variable matrix substances, for example with additive of L (.j fLZ iSSSS 

«™ F T ^ ^ a multidimen sional chart is established with regard to the 

S^^^ 311(1 after ^ — *- 

4. Comparative analysis 

4. 1 Identification of new, missing, or in their mass clearly different peptides 

peptide^hr"^ 6 PreSCTVed S,atements > ««* «« « oaUed 

^d tolnl^ 7 ^ qUantitatiVe differences can be I» this, 

m regard to controls and specimens, individual data records or also groups of data^ 
records are drawn upon for comparison. P 
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4.2 Peptide chemically characterizing the identified targets. 

th«. i^-^A !° UeC ' ed faW materiaI (f0r exam P |e bvSk Preparatiods of heme filtrates) 
freveTe^TJ t ^ *" Van ° US tomographic separation technique^ 

n^eT^ft^ 0 T PP ' 88 4?y are genera "y Npfemented to undo peptide 
moires. Alter every chromatographic separation of a fraction, the targets are once 
more tdenttfied over ESI-MS, MALDI-MS or also LC-MS in the ftStaT TOk 
procedure is repeated under variation of the chromatographic pa^sTo m»v 

Example 2: 

Use of body fluids, here: ascites 
1. Collection of ascites 

Ascites are formed as extra vasal exudate during various diseases fmahVmnt 
rTo^^l ^ fr --*hepro^ 
^ h f of ascites are collected by puncture, and then to avoid proteo W 

2.0 and 4.0 and cooled down to 4°C. After ultra filtration over a cellulose tSe 
membrane with an exclusion size of 30 kDa (Sartocon-Mini-Apparau, Tsmo^ 
the filtrate is used as source of peptides from there on. i>artonus), 

2. Extraction of ascite-peptides and separation in fractions 
2.1. Peptide extraction with gradient-elution 

IL^T " ^ 10 PH 2 0 ^ Mparated ™ a P«ve reverse - 
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Chromatographic requirements: 



Flow at filling: 40 ml/min 
Flowateluting: 40 ml/min 
Detection: 214nm,280nm 



Buffer B 
Gradient: 



0. 1% trifluorine acetic acid in water 
80% acetonitrile in A 
0% B to 100% B in 3,000 ml 



The eluate is collected in 50 ml fractions. 

The further course of characterizing corresponds with example 1. 
Example 3: 

Use of body liquids, here: urine 
1. Collection of urine 

50 1 ^ '"'J 6 '*"' "I 160115 ' 33 Catheter specimen or 88 spontanea urine of 0 5 to 

4 0 JS?J? T ST*" adjusted to a pH value of between 2 0 and 

4 0 with diluted ac,d (for example 1 M HC1) and cooled down to 4°C After Xa 

T a 0611,11086 membranc ^ - exclusion sii 

^ocon-Mnu-appararus, Sartorius) tbe filtrate is used as source of peptideXm 

2. Collection of urine-peptide and separation into fractions 
2.1 Peptide extraction with graduated elution 

PH v^'aot^!? ? t t0 3 C0DdUC,ivity 0f 6 mS/cm *e 
PH value adjusted to 2.7 . The unne-filtrate is then spread upon a chromatoeranhic 

s^Sdie^ ^ ° f ^ PeP ' ideS ' *• ^ ™- *«» -4 a Son 
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Chromatographic requirements: 



Flow at filling: lOOml/min 
Flowateluting: 30 ml/min 
Detection: 214 nm 

^ ^J 50 - — e Biosytems, Wie sb ade n - 

Buffer A: 5 0 mM NaH2P04 pH 3.0 

Buffer B: 1.5MNaClinA 

Gradient: 0 % B to 100% B in 2,000 ml 

The eluate is collected in 10 pools a 200 ml. 

2.2 second chromatographic separation 

The fractions are chromatographed separately over a reverse-phase- column. 
Chromatographic requirements: 

Flow at filling: 10 ml/min 
Flowateluting: 4 ml/min 

Detection: 214 nm 

Column: HPLC steel column diameter irm v io < „ 

Column material: Pharmacia source™ 1 l0m X 12 5 cm ^ 

Apparatus: BioCAD, Perceptive Bi„ sys(ems , Wiesbade^Nordenstadt 



Buffer A 
Buffer B 
Gradient 



0.1% trifluorine acetic acid in water 
80% acetonitrile in A 
0%B to 100% Bin 200 ml 



The eluate is collected in 4 ml fractions. 

The further course of characterizing corresponds with example 1. 
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Claims 

1 



Procedures to record the status of an organism by measuring the oeotide^ nf 
a specimen of the organism, which contains high- and low m des 
as indicator for the status of the organism, whereas 

- low molecular peptides are directly collected and characterized 

- and are placed in relation to a reference. 

2. Procedures as per claim 1, whereas the specimen, tissue- or fluid samples 
are from the organism, or are the organism itself, or combinations of 

3. Procedures as per claim 1 and/or 2, whereas the low molecular peptides 

3K> dIT upon for measurin& show a molecular wei ^ ° f £23 

4. Procedures as per claim 3, whereas the low molecular peptides, which are 

5. Procedures as per claim 3 and/or 4, whereas the low molecular peptides 
a^dfoSSX^ 011 meaSUri " 8 ' Sh ° W 3 m ° IeCUlar Weight ° f bet ™* n 1 °° 

6 Procedures as per at least one of the claims 1 to 5, whereas the high 

Pept,de r e s ?? n * d before ^ measuring of the low molecular 
peptides, or are in the technique of measuring or in the technique of evaluation 
not taken mto consideration. 
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7. Procedures as per at least one of the claims from 1 to 6, whereas the 
collection of he low molecular peptides is done by mass spectrometry. 

8 Procedures as per at least one of the claims from 1 to 7, whereas the low 
molecular peptides are characterized by measuring their molecular weight. 

9 Procedures as per at least one of the claims from 1 to 8, whereas the 
specimen before measuring the low molecular peptides is divided into various 
fractions and measured under different conditions. 

10 Procedures as per at least one of the claims from 1 to 9, whereas 
prokaryotes, eukaryotes, multicellular organisms, cells from tissue cultures, 
cells from animals and humans serve as organisms. 

1 1 Procedures as per at least one of the claims from 1 to 10, whereas the 
specimen originates from genetically changed or transformed, and/or 
conditioned organisms. 

12 Procedures as per at least one of the claims from 1 to 1 1, whereas the 
understanding of the status of the organism serves for the examination, without 
hypotheses, and mapping (picture) of the status of the total organism, to 
discover possible deviations from a reference condition. 

13 Procedures as per at least one of the claims from 1 to ll,whreas the 
understanding of the status of a transformed organism serves for the 
examination, free of hypotheses, and mapping (picture) of the status of the total 
organism to discover mutations of the transformed organism, to discover the 
appearance of peptides in connection with the transformation which are 
causally connected with changes in metabolic processes. 



